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RESUMO
Avaliou-se a influência da mastite subclínica bovina causada por Staphylococcus aureus sobre
as frações protéicas do leite pela comparação entre quartos mamários doentes e sadios. O estudo
foi realizado em propriedade leiteira com rebanho experimental de vacas holandesas e o
diagnóstico da mastite subclínica foi previamente realizado pelo “California Mastitis Test” (CMT).
Determinou-se as frações de proteína total, proteína verdadeira, caseína, soroproteínas, nitrogênio
não protéico e nitrogênio não caséico, além da contagem de células somáticas (CCS) do leite dos
quartos mamários. Os animais selecionados foram distribuídos em dois grupos de acordo com o
estágio de lactação e classificados em Grupo “1”, composto por animais em estágio inicial de
lactação compreendido entre os dez dias e os dois meses após o parto, e Grupo “2”, formado por
animais em estágio de lactação compreendido entre o início do terceiro mês após o parto até o nono
mês de lactação. A CCS dos quartos infectados dos animais pertencentes a ambos os grupos foi
superior à encontrada para os quartos sadios (P < 0,0001). O conteúdo de soroproteínas e de
nitrogênio não caséico no leite de quartos mamários com mastite subclínica por S. aureus foi
significativamente superior em animais acima dos 60 dias em lactação, quando comparados com
quartos mamários sem mastite.
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ABSTRACT
INFLUENCE OF BOVINE SUBCLINICAL MASTITIS UPON MILK PROTEIN FRACTIONS. The
influence of bovine subclinical mastitis caused by Staphylococcus aureus upon the milk protein
fractions was evaluated with the comparison among mammary quarters with subclinical mastits
and healthy mammary quarters. The trial was performed in a dairy herd with crossbred Holstein
cows and the diagnosis of subclinical mastitis was previously made by California Mastitis Test.
The milk fractions as total protein, true protein, casein, whey protein, nonprotein nitrogen,
noncasein nitrogen, as well as the somatic cell counts (SCC) from milk were determined. The
animals were distributed into two groups in conformity to lactational stage. Group “1” included
animals between 10 and 60 days in milk and the group “2” included animals between 61 days and
ninth month in milk. The infected quarters SCC in the cows from the two groups was higher than
healthy mammary quarters (P < 0.0001). The whey proteins and the noncasein nitrogen in the milk
from mammary quarters with subclinical mastitis caused by S. aureus were significantly higher
in the cows above 60 days in milk.
KEY WORDS: Protein, Staphylococcus aureus, bovine mastitis, milk.
2Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Jaboticabal, SP, Brasil.
INTRODUÇÃO
A mastite causada pelo Staphylococcus aureus
caracteriza-se principalmente pela forma subclínica
e manifesta-se por uma típica elevação da contagem
de células somáticas (CCS) no leite. O isolamento
microbiológico deste microrganismo associado com
a elevada CCS demonstra a participação deste
patógeno na etiologia infecciosa da doença (KIVARIA
et al., 2007).
A forma subclínica da enfermidade pode acarretar
alterações nos componentes do leite, dentre os quais as
suas frações protéicas. Apesar da porcentagem de prote-
ína total do leite praticamente não variar, pode haver
decréscimo significativo na porcentagem de caseína total
e aumento das proteínas do soro ( FONSECA; SANTOS, 2000).
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Neste sentido, BANSAL et al. (2005) relataram que a
proteína total do leite consiste de diferentes frações
como, por exemplo, as originadas do sangue repre-
sentadas pela soroalbumina bovina e as
imunoglobulinas, que aumentam com a resposta in-
flamatória. Além destas, há aquelas sintetizadas na
glândula mamária como a caseína, a lactalbumina e
as lactoglobulinas que diminuem devido à secreção
alveolar prejudicada. Dessa maneira, o tipo e a mag-
nitude da resposta patológica tem papel fundamental
nos valores de proteínas totais do leite.
Segundo LESCOURRET; COULON (1994), a ocorrência
da mastite apresenta efeitos mais prejudiciais no
início da lactação, tanto pela redução mais acentuada
da produção de leite como pelo impacto que pode
causar no restante do período lactacional. Além dis-
so, a enfermidade no período inicial da lactação pos-
sui uma maior importância epidemiológica, já que os
animais infectados poderão servir como fontes de
infecção para outros animais do rebanho durante um
intervalo de tempo superior.
Devido às possibilidades de laticínios instituírem
o pagamento do leite pela qualidade do produto e
deste pagamento ser feito de acordo com os valores de
constituintes lácteos como os sólidos totais ou deter-
minadas frações protéicas, procurou-se avaliar a in-
fluência da mastite subclínica bovina causada por S.
aureus sobre as frações protéicas do leite pela compa-
ração de quartos mamários doentes com quartos
mamários sadios. A partir do conhecimento da pre-
sença ou não dos efeitos negativos da doença sobre as
características protéicas do leite, podem ser desenvol-
vidas medidas para o controle da enfermidade e a
conseqüente melhoria da qualidade do produto.
MATERIAL E MÉTODOS
Estudaram-se 40 vacas lactantes em uma propri-
edade rural com rebanho experimental situada no
Município de Colina, Estado de São Paulo, cuja pro-
dução de leite era próxima a 400 L diários. Os experi-
mentos conduzidos foram aprovados pela Comissão
de Ética no Uso de Animais da EMBRAPA Pecuária
Sudeste. Os animais eram do grupo genético 7/8 da
raça Holandesa com alimentação baseada em con-
centrado (rolão de milho, milho, calcário, fosfato
bicálcico, uréia e sulfato de amônia) e pastagens de
Panicum maximum cultivar Tanzânia, suplementada
na época das secas por silagem de milho. Além disso,
durante o experimento, a quantidade de concentrado
era aumentada de 1 kg/cabeça/dia para 2 kg/cabe-
ça/dia. Os animais recebiam suplementação mineral
“à vontade” (fórmula comercial). A ordenha dos ani-
mais foi realizada de forma mecânica, uma vez ao dia,
por meio de sistema “latão ao pé”.
As vacas em lactação foram submetidas às provas
do “California Mastitis Test” (CMT) para o diagnós-
tico da mastite subclínica e selecionaram-se as fêmeas
que apresentavam pares de quartos mamários cujo
leite mostrava-se reagente ao CMT em um dos quartos
e não reagente no quarto oposto correspondente.
A confirmação de S. aureus como responsável pela
etiologia infecciosa da mastite subclínica foi realizada
após a colheita de duas amostras de leite contendo de
5 a 10 mL, obtidas no início da ordenha e originadas de
um mesmo quarto mamário. Estas amostras foram
semeadas (10 mL) sobre a superfície de ágar sangue de
ovino contido em placas de Petri e a identificação
fundamentou-se nas características de crescimento e
visualização de esfregaços corados pelo método de
Gram. As colônias classificadas como cocos Gram-
positivos foram submetidas às provas da catalase,
coagulase lenta com plasma de coelho, verificação da
produção de acetoína e utilização ou não da maltose e
da trealose. As amostras positivas a estas provas foram
classificadas como S. aureus (HOLMBERG, 1973; HOLT et
al., 1994). Os quartos mamários não reagentes ao CMT
foram confirmados como sadios após a ausência de
crescimento de microrganismos a partir das amostras
de leite. A interpretação dos resultados bacteriológicos
seguiu o preconizado por HARMON et al. (1990). Dessa
maneira, os casos de mastite subclínica trataram-se de
infecções não induzidas.
Concomitantemente, determinou-se a CCS pela
contagem direta de esfregaços de leite corados com o
corante Broadhurst-Paley em microscópio óptico com
objetiva de imersão (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION,
1991) e procedeu-se as determinações das frações
protéicas do leite de acordo com o método de Kjeldhal
(micro), preconizado por metodologia padronizada
pela INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (1962). Assim,
após a digestão, destilação e titulação das amostras
determinaram-se os teores de nitrogênio total, nitro-
gênio não protéico e nitrogênio não caséico. Para
calcular os porcentuais de proteína verdadeira,
caseína e soroproteínas, respectivamente, subtraí-
ram-se os valores encontrados para a fração do nitro-
gênio não protéico dos valores de nitrogênio total; os
valores da fração de nitrogênio não caséico do nitro-
gênio total; e os valores da fração do nitrogênio não
protéico do nitrogênio não caséico.
Os animais selecionados foram distribuídos em dois
grupos, de acordo com fases de lactação. O Grupo “1”
foi composto por animais em estágio inicial de lactação
compreendido entre os dez dias e os dois meses após o
parto e o Grupo “2” era formado por animais em estágio
de lactação compreendido entre o início do terceiro mês
após o parto até o nono mês de lactação, adaptado de
CULLEN (1968) e VAN HORN; WILCOX (1992).
Procedeu-se à transformação logarítmica dos va-
lores encontrados para as células somáticas do leite
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de quartos mamários doentes e sadios (logaritmo base
10) (RYSANEK et al., 2007) e os valores encontrados para
as frações protéicas e para a CCS foram analisados
pelo teste “t” de diferenças entre médias populacionais
para dados não pareados (SAMPAIO, 1998).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
A Tabela 1 apresenta os resultados referentes à CCS
no leite. O valor médio para a CCS (log) dos quartos
infectados em animais pertencentes ao Grupo “1” foi
igual a 5,57 (457 x 103 células/mL), superior ao valor
encontrado para os quartos sadios, igual a 4,65 (45 x 103
células/mL) (P < 0,0001). Nos quartos mamários de
animais classificados no Grupo “2”, a CCS dos quartos
infectados também foi superior à CCS dos quartos
sadios,  5,64 (438 x 103 células/mL) e 4,60 (40 x 103
células/mL), respectivamente (P < 0,0001).
A CCS é uma avaliação amplamente utilizada
para aferir o grau de inflamação de uma glândula
mamária infectada. HORTET et al. (1999) associaram a
elevação da CCS com a redução da produção de leite
em vacas primíparas e multíparas sem mastite clíni-
ca. Segundo estes autores, a redução elevou-se com os
dias em lactação, especialmente em períodos superi-
ores a 100 dias.
Segundo MALLARD et al. (1998), os mecanismos de
defesa do animal têm baixa capacidade de resposta às
infecções no período compreendido entre três sema-
nas antes do parto e três semanas pós-parto. De
acordo com os resultados encontrados para a CCS
neste trabalho, os efeitos da mastite subclínica por S.
aureus foram significativos tanto em quartos mamári-
os de animais que se encontravam em fase inicial de
lactação como em quartos de vacas acima dos dois
meses em lactação. Existe uma grande diversidade na
etiologia infecciosa da mastite e cada quarto mamário
pode responder à infecção de maneira diferente de
acordo com o agente etiológico responsável pela do-
ença. Segundo ZAFALON et al. (2005), a CCS como
método diagnóstico apresentou sensibilidade e efici-
ência superior no diagnóstico da mastite subclínica
por S. aureus quando comparado com Corynebacterium
spp., utilizando-se o diagnóstico microbiológico como
padrão-ouro.
Tabela 2 – Frações protéicas do leite de quartos mamários com e sem mastite subclínica por Staphylococcus aureus em
animais com até dois meses em lactação.
Frações protéicas Quartos mamários
Infectados Sadios
n Médias DPe Valores mínimos n Médias DP Valores mínimos
(%) e máximos (%) e máximos
PTa 18 2,64 0,4459 1,83-3,60 18 2,71 0,2902 1,96-3,13
PVb 17 2,45 0,4582 1,66-3,48 18 2,51 0,3306 1,66-2,95
Caseínas 16 2,08 0,4526 1,35-2,96 18 2,16 0,5537 0,25-2,87
NNCc 16 0,60 0,1941 0,33-0,99 18 0,55 0,3308 0,22-1,71
NNPd 17 0,20 0,0537 0,12-0,32 18 0,20 0,0704 0,12-0,41
Proteínas do soro 15 0,40 0,1991 0,12-0,75 18 0,35 0,3105 0,04-1,41
aProteínas totais; b Proteína verdadeira; c Nitrogênio não caséico; d Nitrogênio não protéico.
eDesvio-padrão.
Tabela 1 – Contagens de células somáticas (CCS) em quartos mamários com e sem mastite subclínica por Staphylococcus
aureus.
Quartos CCS
Grupo 1a Grupo 2a
n Médias DPb Valores mínimos n Médias DP Valores mínimos
(log) e máximos (log) e máximos
Infectados 20 5,570 0,486 4,649-6,456 54 5,642 0,370 4,761-6,536
Sadios 20 4,654 0,419 4,263-5,545 53 4,603 0,444 3,594-5,552
aGrupo 1, Quartos mamários de animais entre 10 dias e 60 dias pós-parto; Grupo 2, quartos mamários de animais entre
o início do terceiro mês até o nono mês em lactação.
bDesvio-padrão.
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A CCS é considerada um indicativo da ocorrência
de inflamação da glândula mamária em resposta à
invasão bacteriana e, dessa maneira, um método
indicativo para classificar um quarto mamário com
mastite subclínica (SANTOS, 2006). Segundo SCHUKKEN
et al. (2003), a utilização de um limite como o de
200.000 células/mL de leite pode ser indicada para
diferenciar entre quartos mamários infectados e não
infectados.
Na Tabela 2 encontram-se os valores das frações
protéicas do leite de quartos mamários com mastite
subclínica por S. aureus e de quartos sem mastite, em
animais na fase inicial de lactação (Grupo “1”). Os
valores médios para proteínas totais, proteína verda-
deira e caseínas foram superiores em quartos sadios
quando comparados com os quartos mamários com
mastite subclínica, enquanto os valores médios para
nitrogênio não caséico e proteínas do soro foram
superiores em quartos infectados quando compara-
dos com quartos mamários não infectados. Os valores
para o nitrogênio não protéico foram os mesmos para
quartos infectados e sadios. A análises estatística
destes valores não demonstrou diferença significativa.
A Tabela 3 apresenta os valores das frações
protéicas do leite de quartos mamários infectados e
não infectados após os 60 dias em lactação. O teor de
caseínas foi superior em quartos sadios e os teores de
proteínas totais e proteína verdadeira foram próxi-
mos, porém superiores em quartos infectados. Os
valores para nitrogênio não protéico novamente fo-
ram os mesmos para quartos sadios e não sadios. Para
as frações até então citadas não se demonstrou dife-
rença significativa entre os valores após a análises
estatística dos dados. Por sua vez, os valores médios
para nitrogênio não caséico (P = 0,0095) e proteínas do
soro (P = 0,0019) foram superiores em quartos doentes
quando comparados aos valores encontrados em
quartos sadios.
DEPETERS; FERGUSON (1992) relataram que o termo
proteína verdadeira compreende aquelas proteínas
sintetizadas no interior da glândula mamária e pro-
teínas pré-formadas do sangue, tendo-se como exem-
plo a soroalbumina.
Segundo BUENO et al. (2005), houve redução do teor
médio de proteína total em leite com CCS elevada.
NIELSEN et al. (2005), por outro lado, relataram que o
conteúdo de proteína do leite após a ordenha comple-
ta dos animais foi superior (P < 0,01) em quartos
doentes (3,49 ± 0,14) quando comparados com quar-
tos mamários sadios, possivelmente pelo menor efeito
de diluição devido a redução do volume produzido e
o conseqüente aumento da concentração dos seus
componentes químicos (MARTINS et al., 2007).
URECH et al. (1999) demonstraram acontecer na
mastite subclínica um aumento do conteúdo de pro-
teína total do leite pelo aumento da lactoferrina, de
imunoglobulinas e da soroalbumina bovina, proteí-
nas associadas com respostas inflamatórias da glân-
dula mamária. A mastite parece diminuir os teores de
lactose e caseína do leite, mas há um aumento das
proteínas do soro, o que pode levar a resultados
conflitantes com relação aos valores de proteína total
do leite de animais doentes.
O teor mais elevado para as proteínas totais e a
proteína verdadeira no leite de quartos mamários com
mastite subclínica, quando comparados com os quar-
tos sadios (Grupo “2”), podem estar relacionados com
o aporte de proteínas do soro sangüíneo para o leite dos
quartos doentes pelo aumento da permeabilidade ca-
pilar e conseqüente passagem destas proteínas para os
alvéolos. Em animais com mastite, o aumento da con-
centração de proteínas do sangue leva ao aumento da
proporção de nitrogênio não caséico e a elevação dos
valores de soroproteínas no leite ocorre, provavelmen-
te, pela perda da integridade do epitélio mamário
devido à ação de toxinas bacterianas (PAAPE et al., 1995).
Tabela 3 – Frações protéicas do leite de quartos mamários com e sem mastite subclínica por Staphylococcus aureus após
o segundo mês em lactação.
Quartos mamários
Infectados Sadios
Frações protéicas n Médias DPe Valores mínimos n Médias DP Valores mínimos
(%) e máximos (%) e máximos
PTa 42 3,24 0,5752 2,16-4,80 40 3,23 0,5659 2,17-4,65
PVb 41 3,05 0,5679 1,89-4,58 39 3,00 0,5582 1,91-4,47
Caseínas 40 2,27 0,4121 1,53-3,24 38 2,42 0,4095 1,78-3,49
NNCc 41 0,99 0,3407 0,44-1,62 39 0,80 0,2918 0,30-1,77
NNPd 42 0,21 0,0547 0,11-0,34 40 0,21 0,0562 0,12-0,31
Proteínas do soro 41 0,78 0,3273 0,22-1,42 38 0,57 0,2480 0,06-0,98
aProteínas totais; b Proteína verdadeira; c Nitrogênio não caséico; d Nitrogênio não protéico.
eDesvio-padrão.
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Os valores mais reduzidos para os teores de pro-
teínas totais e proteína verdadeira encontrados neste
trabalho, referentes aos animais em fase inicial de
lactação (Grupo “1”), poderiam estar relacionados
com o fato da ordenha dos animais ser realizada uma
vez ao dia, o que poderia diminuir os valores de
proteína pelos efeitos de menor diluição citados por
NIELSEN et al. (2005) e MARTINS et al. (2007). Além disso,
o suplemento com alimentos gordurosos também
poderia diminuir o conteúdo de proteína do leite
(BAILEY et al., 1998). Porém, os dois grupos de animais
não foram alimentados de maneira diferente durante
o estudo e a ordenha das vacas após os dois meses de
lactação também foi realizada uma vez ao dia. En-
tretanto, este grupo de quartos mamários (Grupo “2”)
apresentou leite oriundo de animais mais próximos
ao final da lactação, com uma menor produção de
leite, o que pode justificar os maiores teores de prote-
ínas totais e proteína verdadeira no leite.
A caseína corresponde a, aproximadamente, 80%
das proteínas do leite, sintetizadas inteiramente no
interior da glândula mamária e consideradas finan-
ceiramente entre as mais importantes devido à sua
relação com a produção de queijos (MACKLE et al.,
1999).
Apesar da relação entre mastite e nitrogênio não
protéico não estar clara, uma pequena relação entre
CCS e nitrogênio não protéico poderia acontecer, mas,
segundo DEPETERS ;  FERGUSON (1992), esta fração
protéica não pode ser considerada como um indica-
dor sensível de proteólise da caseína em casos de
glândulas acometidas pela mastite. O leite de glându-
las mastíticas apresentaram uma quantidade inferior
de caseína e superior de proteína não caséica quando
comparado ao leite de glândulas saudáveis
Segundo URECH et al. (1999), a hidrólise da caseína
não demonstrou seguir um mesmo padrão em todos
os quartos mamários com mastite subclínica. A ativi-
dade proteolítica aumentada no leite originado de
úberes doentes parece levar a uma redução na propor-
ção relativa de as-caseínas e b-caseína com uma
elevação simultânea da g-caseína, com evidências
que a hidrólise da caseína já ocorre no interior do
úbere durante as ordenhas.
Apesar de S. aureus ser freqüentemente isolado em
casos de mastite, estudos “in vitro” mostraram que
poucos isolados apresentam a capacidade de invadir
as células epiteliais mamárias bovinas (ANAYA-LÓPEZ
et al., 2006), muito embora a  diminuição da caseína do
leite de úberes com mastite ocorrer devido à degrada-
ção desta fração pelas proteases bacterianas, dos
leucócitos e do sangue. Além disso, a redução da
caseína do leite também pode acontecer pela redução
da sua síntese e secreção, devido aos danos causados
ao epitélio secretor por parte de toxinas bacterianas
(OLIVER; CALVINHO, 1995). Dessa maneira, não neces-
sariamente precisa haver a invasão celular por parte
do microrganismo para o leite apresentar um conteú-
do de caseína inferior.
CONCLUSÕES
A mastite subclínica bovina por S. aureus influen-
ciou no conteúdo lácteo de soroproteínas e nitrogênio
não caséico de animais com o estágio de lactação
superior aos três meses após o parto. Estas frações
podem influenciar no conteúdo de proteína total e
verdadeira do leite levando a uma concentração supe-
rior destas sem que, necessariamente, o leite esteja
com uma melhor qualidade.
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